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Tentative de ~~handing" des chromosomes du cotonnier 
J,V. Escalant et J. Schwendiman 
avec la colbboralion technique de P. Pallares 
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R:e:SUMe 
On a esaat8 de me~~re 3U point u-118 c,1-lc:ra,,1on diff:~rar.t ':llle des chroR 
rna:J~omes du cato..-,rder. en tent3i')t d'ebcrd d'ada:)~er 1~3 t,:ch11iq,.1~g djja 
utilisées sur d'autres végetaLlÂ. Due .. seB f.:,rmt.lea de dên .1~urat 1Jn, co,n111e 
par !'hydroxyde do baryum (suivi d'u~ :ampon 2 /,: SSC) "~ par :1~c. 
concentré+ puis d'une co;orar•cri 3·.;ec: le G1ernsa l"!·c.,t Da9 do;'r.e d~ rés.JJ .. 
MOTS CLES 
On reconnait actuell<èment dans le genœ Gossypiwn 33 especes 
diploïdes t2 n = 2 x = 26 chromûsomesl répart\es sdon 7 ge· 
nomes (de A à Gi et 4 espèces tétraploi:des il n = +x = 32 chro-
mosomes) rèsultant de l'hybridation interspèchique d'especè,: 
des génomes A <èt D, suivfo du doubkment de l'hybrîde. 
De nombreux auteurs, parmi lesquels il convient de citër 
SKOVSTill' .J937i, WmmER 119391, HARLA:SD t 1939;, Ont cherché a 
définir les caryotype,.; des ditforentes espèces de coronni<Jrs 
connues à cette époque, 5ans toutèfois parvenir à une precision 
convenable, Ce n'est que récemment qu'EDW.\RDS, 5eul 11':l77, 
197':i, 1930) ou associe a Mmz.\ ( l 9791, presente les caryotyp:::s 
de 4 espèces, à savoir : G. herbaç,mm var . • ifri,;anwn ! gé-
nome A), G. sturtim,wn et G. austral~ Î génome Ci. G. bickii 
(génome G crèé à cette occasion). Le nombre œsrreint d'es-
tat'S !~•AfrMr-irthJl1t f)rr:i,cis pour etaol1 .. ur"l car;cgramme, Par contre. l"orcr3loe 
:1e:ec1q.Je. l.t,Ji3,3e d3,iS ,~ fü.;:ateur er -~) tr:ilterrent ram;.Jl•ssa~t. permet d~ 
';1~u,il,si0' d,;;9 c'iromcsome~ av~c des b~nd~s d1s\1nctes, Un protocole 
.-:! Hadl·:" ,;-st donai.§ q,J1 dev ... :ifct 8utor•~èr di2lS c.c,mpara1sar-a entra les eapèce-t.11 
d': -coton11j1-':!". 
pi':œs jusqu'lci analy,;ées s'è.,:pJique en grande partie par les 
difücultès rencontrées pour obknir un nombre suffisant de 
plaqut!s métaphasiqu<ès bfon dispersé<ès, par la taille relative-
ment petite de,; chromosomes êt par le fait que les centro-
màes sont i;ieu ,. is[bles. 
Face au.'i: problêmes qui se post!nt pour identifier individuel. 
lèment le~ du-.:imosom<ès a l'aide de colorations convention. 
nc:lle5 ( Feulgen, notammentJ. nous avons tenté d'appliquer au 
cotonnier differnntes techniques de ,, banding "· Ces colorations 
ditëèrentielles d'abord mises au point sur chromosomes ani· 
maux I Pu:mrn et G\LL [Ç71}; ADR!GHI et Hsu, 19ï1J, ont été 
npidement adaptees au."<: chromosomes végétau.'C t Vos,t et 
;1,Lrn.cm, [')72: SCHWEIZER, 1973; S.\l'R\ et N,\TAR\JA!ë, 1973't. 
MATÈRIEL ET PROTOCOLE 
Le rnateriel végétal consiste en pointes de radnes de eoton-
niei:s diploïdes, en l'occurrence les deux espèces qui c:onstituent 
le génome A: G. herbaç2z,11z var. afrù:amun et G. arboreum, 
dont les chromosomes sont parmi les plus longs du genrc:. Plu,; 
rarement, G. rluirbérii (génome DJ a aussi été utilise. 
L'une des principales difficultés qu'il convient de resoudœ en 
préalable à toute etude est l'obtention d'un nombi:e consequent 
de cellules au stade pœ- ou métaphasique; il faut alors llti!ise:· 
un agent mitoclasique et nol\S avons choisi, après dher5 essais, 
le monobron1onaphthalene en solution saturée dans l'eau. La 
seule originalité de la méthode est son utilisation à 30" et non 
pas à 4°, comme c'i:st génèmlement le cas. Pour l'obtention d,: 
chromosomes dispersés, il fut nécessaire de pratiquer des trai-
tements ramollissants, afin d'ecraser convenablement les cel-
lules du méristème libres d<è leurs parois pecto-cdlulosiques. Le 
protocole suivant est préc:onlse pour l'obtention des prepara-
tions microscopiques destinées i subir les traitements ulte-
rieurs: 
n Germination des graines 
a} mettre h~s graines dans une boite de Pétri. sur un papier 
filtre humidifié; 
b I placer cettë boite dans une étuve à 30 'C durant 4il ho:::ure~. 
2} Pr.ètrait,mient 
ai préparer une solution saturee de monobromonaphtlu[ènl) 
dans l'eau distillée; 
b 1 filtrer cette solution directement dans la boite de Petri sar 
les graines entieres, a 31) •C, durant 4 heures; 
c) pœlëver les pointes de racine et les laver dans plusieurs 
b~\ins ~uccës5ivement d'acide acetique 45 c,1 et d'eau di5tillée. 
3 J FLtation 
:.i heure.s dans u:i.: solution d'éthanol-acétique 3-l à 4 • C. 
-l) Trait,miem., ramollissa11ts 
al mettre les pointe:s de racines dans une solution d'acide 
acétique:: 45 "·c. 20 minutes à (,i0 'C; 
b·1 les racines molles èt translucides sont alors mises dans 
une solution <ènzymatique aqueuse a (),5 °,i de cellulaso::: et 0,5 % 
de pectinase a pH 4, 15 minutes à température ambiante. 
5) Ecrasem,mt 
Apœs un rinçage tres doux l l'eau distillée, les pointes de 
racme~ sont écras2es dan,; une goutte d'acide acétique 45 % 
entre lame et lamelle p.u-f.ütement propres et sèches. L'utill-
satwn d'adhési1' est ici vh·ernent d.iconsei!lée. 
6 l Décolle111mr er sichage 
Les lame., sont mises au congèlatëui: durant 15 minutes, 
puis le.~ [ame!!es sont dc:coHees a l'aide d'un scalpel. Le tout 
est alors mis à sécher i l'étuve à 30 -,c pour une nuit. 
l\1ËTH0DES 
l. Techniques de coloration différentielle utilisant le Giemsa 
Le Glemsa est le colorant le plus utilise dafü la mise en évi-
dence de bandes sur des chromosomes végétaux. Cette colorë.-
tion intervient à la suite de ditl:érentes teclmiques dont les 
principale.s sont lès techniques de ,, dènaturation-renaturation ·,. 
les techniques de denaturation seules et les tèclmiques enzy. 
ma tiques. 
l) I ec!mique de " dinatur..itio11-renaturatio11" 
La plus classiquement milisèt!, elle consiste en une dénatu-
ration de l'ADN par l'hydroxyde de baryum, suivie d'tme rena· 
turation dans nn i;1m.pon 2 / SSC, puis d'une colûration au 
Giemsa I Fu.rc:,;, 1974; SE,\L t!t BEN:,.,nTI, lèf8l ; ÎEOH et Hl'TCHDi-
SûN, l\lil3 L 
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Fm. 1. - Métaphase de G. herbacewn var. africanwn obtenue 
a11res un traitement de ,, dènaturation-renaturation ~- Les chro-
mosomes apparalsscmt très contractes et sans banding ( '( 1 OOû}. 
Fm. 1. - Metaplzase of G. berbaceum var. africanum obtained 
after a. '' de11atw·atian-renaturat{on .. treatnumt. Chromosomes 
are i ·ery cont racted and sl!ow no bandiizg ( x 1.000 i. 
Fm. 2. - Prémétaphase de G. lzerbaccwn var. africa1zum apr;;.s 
traitement dénaturant par I'HCl 10 N. Banding pre~ent, mah 
peu net ( x l ODO). 
FIG. 2. - Premetaphase of G. herbaceum var. africanum obtailied 
afta a denaturing treatment by TiCl 10 N. Chromosomes arc 
;zot distincly baizded ( /. 1.000 ,. 
FcG. 3. - Métaphase de G. tlmrb.;.rii après traitement par 
l'orcèine acétique. Centromères bien localiséls ( ;.,: 1 000}. 
Fra. 3. - Meta.phase of G. thurberii obtai11ed af ter a treatment 
by acetic orcei11. Centromeres are clearly localized (X 1,0001. 
FIG. -t - Métaphase de G. arboreum après traitement par 
l'orci:ne acétique. Chromosomes très contractés ( x 1 000). 
FIG. 4. - Meta.phase ol G. arboreum obtai11ed after a treatmem 
by acetic orcein. Chromosomes are Fel'y contracted ( '< 1,000): 
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Vue S. 
FIG. 5. - Métaphase de G. arbarei1111. traitc:ment par l'orœine 
acétique. Centromeres bi.:m visibles, satellites très nets 1 _, 1 001)1. 
Frn. 5. - Metaphase of G. arboreum obrai11ed a.fter a tr,;atmeni 
by acetic orceùi. C;Jfltromeres mid satellite,- are distiuctly 
visible { < l,OOOi. 
FIG, 6, 7 et 8, - ~:ktaphases de G. arbor,;um. traitemc:nt pJ.r 
l'orcéine acétique. Bandîng bien visible ( X 2 000, , 1 000, , 1 !)•}) 
œspectiwment ). 
FIG. 6, 7 and 3. - Metapha.~es of G. arboreum o/Jtüù1,;d a.1re,· 
tl'eatnumts by acetic orcein. Bandillg is cleal'ly mar!œd i 2,000, 
)( 1,0/J/) and " 1,000 r<1Spi!ctfrely). 
EscALA.'iT J.V. et J, SCH\VENDIMAN - 11 
Vue 6. 
~ ·: .... '-
~. ~ ~ ::!!;~ 
~~d 
•, Hi 
_..}. 
Vue 7. 
·:i 
i 
1 
_.,j 
Vue 3. 
Retour au menu
12 - EsCAL,UU J.V. et J. SCHWENDL\l:AN 
a) préparation de la solution de Ba (ORlc: solutîon saturée 
dans l'eau. portée à 80 °C avec agitation, puis refroidie à .JD °C 
température à laq_uelle elle est filtrée; 
b î plonger les lames et les lamelles dans cette; solution. du-
rant 5 minutes à 50°C; 
c} rincer à l'eau distillée (4 bains de 15 minutes·1; 
d.) plonger dans un tampon 2 x SSC (anne~es) à 60 "C, pou·, 
30 minutes; 
e) rincer à l'eau distillée (4 bains de 13 minutes); 
fl colorer au Giemsa (anne1cesl durant 30 minutes; 
g) séchage et montage dans l'euparal. 
2) Technique de dé11atumtion. seule à l'HCl concentré 
Utilisée par Josm et RA~JEKAR en 1930, elle ne naces,dte pas 
de bain renaturant à haute température. 
a) les lames sont mises dans une so1uHon d'HCl li} N a ~em· 
peratuœ ambiante durant 5 minutes; 
bi rincées à l'eau distillée i.3 bains de 5 minutes;; 
c·1 séchées et colorées au Giemsa durant 15 minutes ; 
d) montage dans l'euparal. 
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II. Teclmique de coloration diffürentielle 
utilisant l'orcêine acètique 
L'orcêine acétique, quoique peu utilisée dans la red1erche du 
,: banding ,, a permis de mettre en è,idence des bandes ,, O ,, sur 
Lat!zyrus sp. (Lw.,m.t et SHAR.U.,, 1979) et des bandes C sur 
Triticale:; (SAPlU et STill.V,\RT. 1930). 
Il convient id de J:epi.-endre le protocole d'obtention des 
prèparatiom donné précêdemment, en y modifiant comme suit 
les seuls stades 3 et 4 : 
Jl Fixation 
Les pointes de racines sont mises dans une solution d'or· 
céine acétique (annexes) pour 24 heure9 à 4 ° C. 
4) Ramol!issenumt 
a) macération dans une solution d'HCI-o,céine acétique (an-
nexes) durant 3 heures à température ambiante; 
b) les tiointes sont alors œmises. dans l'orcèine acétiqu~ 
pour 3 à ./ heures à température ambtante; 
c) avant l'écrasement, lU1 passage dans l'acide acétique à 
45%, durant 20 minutes et à 60", évite une surcoloration et 
facilite la dispersion des cellules et des chromosomes, 
Les points 5 et 6 du protocole restent identiques. 
RJ!SULTATS 
Le traitement t,ar l'hydroxyde de baryum, suivi d'une rê:na-
turation et d"une colo1·ation au Giemsa, permet d'obsenrer en 
prémétaphase des chromosomes peu contractés, lége,ement 
bandés. Par contre, en métaphase, Us sont plus contrnct,::ù, 
co1on~s de façon uniforme, avec:: toutefois une internrption de 
la coloration au niveau du centromère (fig. 1 ). 
Un ré3ultat similaire est obtenu avec l'HC1 concentré, mais 
quelques bandes sont d.:scernab les ( fig. 2 L 
Des tentatives que nous avons faites, il ressort actuellement 
que Ie transfert au cotonnier des procédés fonctionnels sur 
d'autres végétaux (à l'aide du Giemsa l n'aboutit q_u'à un 
banding peu reproductible et d'rme netteté insuffisante. D'au-
tres mises au point sont certainement nécessaires. 
Par contre. le protocole avec 1'acéto-orcèine nous a permis 
d'observer d-èmc types de résultats : d'une part, dé!s chromo-
somes très contractés dont seuls les télomères sont intenséi-
ment colores (fig. 3 à Si et, d'autre part, des chromosomes 
peu contractés présentant jusqu'à 6 bandes distinctes (fig. ;' 
à 8,. Sur de tels chromosomes, l'absence de coloration au ni-
veau des centromères pexmet de les localiser. 
DISCUSSION 
Le rnonobromonapht!talène en solution saturcie dans l'eau est 
utfüsé par tous les auteurs à 4 • C. durant 3 heures. sur des 
pointes de racines séparées de leurs graines. Appliqu~ au coton· 
nier, ce protocole n.'a pas penuis d'obtenir un bon. indice mito-
tique de façon reproductible. fl se peut que 1a température de 
4 °C et le fait de couper les pointes de racines provoquent un 
stress physiologique important, entraînant 1e ralentissement, 
votre l'arrêt total de l'activité mitotique. Ceci semble confinn:; 
par l'excellent résultat obtenu en utilisant le monobmmonapL-
thalène sur des graines germees entières, à ta température 
de 3o•c. 
L'orcèine acétique parait, jusqu'à présent. Ie colorant le mietL'I: 
adapté à l'obtention d'un banding sur d1romosomes de coton-
nier. Le protocole proposé a été testé: sur trois espèces di! 
cotonnier: G. herbacewll var. africamim, G. arboreum et 
G. thurberii. II fait apparaitre chez Ies trois espèces des bandes 
trè,; nettes le long des chromosomes. Il convient maintenant 
de multiplie. les essais afin de pouvoir vérifier la position des 
bandes sur les chromosomes d'une même espèce, apparier les 
chromosomes et ainsi établir les caryotypes bandês des espëces 
que l'on pourra comparer. 
ANNEXES 
Gù:nzsa 
3 cc de Giemsa du commerce 
3 cc de tampon Na,H PO, 
3 cc de tampon Nal:I, PO, 
41 cc d'eau distillée. 
Tampor: 2 ·.< SSC 
solution titrant : 
en solution ; 
0,5 l\l: 
0.3 M; 
- O,G3 M de trisodium citrate (Na,C0H00,, 2 H~Ol; 
- û.3 l\JI de chlorure de sodium (N'aCli, dans l'eau distillée. 
Le pH est ajusté à 7 rwec l'HCI N. 
Orcéine acétique 
3 g d'orcéine synthetique en poudre ; 
.!5 cc d'acide acétique: 
55 cc d'eau distillée. 
HCl-orcéine acétique 
1 volume d'HCl 2 N dans 9 volumes d'orc.~iœ acétique. 
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Attempted bandîng of cotton chromosomes 
J.V. Escalant and J, Schv,;,:;ndiman 
with P. Pallares's teclmical collaboration 
Laboratoiœ de Cycogointidquè du G.E.R.D.A.T., B.P. 3û35, 3"032 ?.Iontpdlkr Ced.;:.."i:, 
SUMMARY 
A cotton chromosome d,ffore-it,al stain,n,J haa be,m tMtatlvely ,fovc:,lo-
peel. :ry,ng first to adapt the:, tMtncds alreedy appl1ed to Dther planB 
Denaturnt,on tec•,n,ques, us,ng bar,um hydra~yde (foJlowed b-y a 2 ,,. SSC 
butter} o• concentrated liCI. bcth fol!owed by srni~Jng with G emse. have 
not g,ven results prec,ae e~ough for e kary.:igram ta be establ,sbed o~ 
KEY-WORDS , BandinG, Gassyplum, chrom,,~omea, 0.emsa, Orce-n. 
The genus Gossypiwn is recognized today as comprising 
33 di plaid spedes ( 2 n = 2 x = 2ci chromo~omes i distributed 
according ta 7 genomes f Erom A to G l and 4 tetraploid species 
(2 n = 4 x = 52 chromosomes I derived t'rom interspecifü.: 
hyhridization between the species of the A and D genomes 
followed by the hybrid doubling. 
Many autllors, among whom SKOVSTED ( [937), WEBllER t l9i'l) 
and H.\RUND (1939) should be cited. ha,-i:: attempto::d to defin~ 
the lcaryotypes of the different cotton species known at the 
time. without reaching any satisfactory precision. lt was only 
recentlv that EDW.\RDS, alone f 1977, 1979, 198ùJ or assodated 
with MIRZ,\ t l9î9), present<:d the karyotypes oC four specks, 
namelv: G. herbaceum var. a.fricamun i A genome), G, srurtianuw 
and G. a11Strafo , C genome) and G. bickii I G gè:nome created 
the oppas,ts, tne use of acetic orc.;in in the fixing solution and e scf-
!<>ning !rnd!ment aliow ci'r0mosoirès with d1st1nct baed, te be vi9ually 
sh,wn, A dèUlled procedure :s glven. whlc~ shauld make i~ possible to 
a,,mp~•e th~ d0fferent co!ton apecies. 
on thi ~ occasion). The reduced number of species so far 
analysed is mainly due to the difficulties met in obtaining 
enough plates showing proper chromosome dispersions, to the 
compar:itively small 5Îze of the chromosomes and to the Iack 
of visibility of the centromeres, 
In front of the probbms posed by individual identifications 
ot' chromo,,omes by conventional stairung methods (With 
Feulgen for instance), we have tried to apply various banding 
tt!dmique~ to the cotton plant. These differential staining 
technislUes, first deve!oped on animal chromosomes (PAR.DUE 
and G,\LL, 1970; ADRitiHl and Hsu, 19il"). have been quickly 
adapted to plant chromosomes rVosA and ritl\RCHI, 1972; 
SCHWElZER, l1f73; SAPRA and N.\L\RU.\.K, L973). 
MA TE RIAL AND PROCEDURE 
The material consists of root tips of diploid Cütton plants 
which, in this particular casè, are the nvo species constituting 
the A genome i.e G. herba.:ez,m var. atrica11wn and G. arborew11, 
the chromosomes of which are among the longest in the genus. 
More rarely, G. t/Jurberii 1D genomd has also been used. 
One of the main difficultiès 1Nhich should be solved before 
any study can be performed is to obtain enough cells in the 
pœ-metaphasic or rnetaphasic stage ; a mitoclasic agent must 
be used and, after various tests, we have selected monobromo· 
naphthalene in solution saturated in water. This tedmîque is 
original in the st!nse that it 1s useJ at 31!', when rhe usual 
temperature is 4°. To obtain disper,ed chrorno~omes, it has 
been necessary to practîse softening treatments : the meristem 
ceUs, free from their pecto-cellulost! walls, were properly 
squashed. !n order to obtain microscopie preparations 
intended to undergo the differential staining treatmt!nt.,. the 
fo!lowing procedur.: fa recomm.:;nded : 
1) Seed genni11arioll 
a"i place delinted s<àeds in a Petri dish, on clamp filter 
paper; 
b) place the Petri dish in an autocla,-.:: at 30 °C during 
48 hours. 
2} Pre-treatment 
a) prepare a monobromonaphthalène solution saturatad ln 
distilled water ; 
b J fiher this solution directly into the Petri dish on th.:: 
seeds, at 30 °C during 4 hours ; 
c) remove th<! root tips and wash them in several successive 
baths of 45 o,,i acetîc acid and distilled water. 
3) Fixation 
24 hours in a 3-1 aœtic,ethanol solution at 4 'C. 
4, Softe11i11g treatme11t 
a1 place the root tips in a 45 °o acetic acid solution at 60 •C 
during 20 minutes ; 
b j th<c: soft and transtucent root tips are then placed in an 
aqueous enzymatic solution at 0.5 °o of cellulase and 0.5 % of 
pectinase at pH 4, during 15 minutes at ambient temperature. 
5 / Squashing treatment 
H::wing been gèntly rinsed with distilkd water, the root tips 
are squashed in a drop of -15 °-,i acetic acid between ::i slide 
and a coverglass, thoroughly clean and dry. No adhesive is to 
be used, 
6) U11stlcki11g a11d dryi11g metlwds 
Th.:; slides are placed in a freezer during 15 minutes and the 
coverglasses are unstuclc with a scalpel. They dry in an auto-
clave at 30°C during one night. 
Retour au menu
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METHODS 
I. Techniques of differential stainh1g by Giemsa 
Giemsa is the most currently used dye ,vhen maldng bands 
stand out oa piant chromosomes. Staining occurs after 
different techniques, being the major ones : the tcchniq_ue of 
'' denaturation-renaturation ", the tedmique of denaturation 
aione and the enzymatic teclmiqu:e. 
1) Teclmique. of "de11aturation-re11aturation ., 
It is the most currently used. DNA. is denatured vv'i.th 
barium hydrœdde, renaturated b a 2 :,( SSC buffer and stained 
with Giemsa (Prtrn:~. 1974; S&\L and Bfült<Eî'l'. 193!: TEOH and 
HU1'CHINS0N, 1983\, 
a) preparation of the Ba (OHJg solution: the solution is 
saturated in ,vater, heated to 80 °C with agitation, cooled down 
to 40 °C and filtered ; 
b) the slides and coverglasses are dipped into this solution 
during 5 minutes at Sù°C; 
c} rinsed with distilled water (4 baths of 15 minutes eaclü; 
dl dipped into a 2 X SSC buffer at 60 °C during 30 minutes 
(annexes); 
ej rinsed with distilled water ,4 baths of 15 minutes each, ; 
t) stained with Giemsa during 30 minutes (annexes); 
g) dried and mounted in the euparal. 
2) Technique of deHaturation tvlth conceiitrnted I-ICl 
It was used by JOSHI and RusJEK!Œ. in 19SO and requin::s no 
high tempernture renaturing bath. 
n) the slides are dipped into a solution of HCl 10 Nat ambient 
temperature during 5 minutes; 
b) rinsed with distilled water (3 baths of 5 minutes each); 
ci dried and stained with Giemsa du.ring 30 minutes ; 
d) mounted in the. euparal. 
II. Technique of differential staining by acetic orcein 
Aithough retatively unused ta obtain banding acetic orcein 
has made " 0 " and ·· C .. bands stand out on Lathyrus sp. 
(LAVANTA and SHAR~l.\, 1979) and Triticr1i~s r.S,tPRl and SmW,\RT, 
i 980 .1 respectively, 
Preparations are ootained as described above, bei.ng the 
stages 3 and 4 alone rnodified thus : 
3) FLëation 
The root tips are p!aced in a solution of acetic orcein at 
4 •C during 24 hours (anne.-.,;es }. 
4) S0fte11ing ti·eàtment 
aJ the root tips are soaked in a solution of HCl-acetic orcein 
during 3 hours at ambient tempei:ature (annexes); 
b) they are placed into a;;.::tic orcein du.ring 3 to 4 hours at 
ambi.:;nt temperature: 
c} before they are squashed, they are dipped in 45 % aceti,:: 
orcein during 20 minutes at 60 °C to avoid over•staining and 
make cell and chromosome dispersion easier. 
Stages 5 and 6 are identical. 
RESULTS 
After the treatrnent with barium !1.ydroxide followed by 
renaturation and staining with Giemsa, the chromosomes are 
comparatively non-contracted and slightly banded at premeta· 
phase. At metaphase. they are more contracted and eveniy 
stained; however, the centromere fa not stained (fig. l'i. 
A similar result is obtained with concentrated HCl, but some 
bands are visible (fig. 2). 
Our experiments show that transforring to cotton method~ 
which are reliable on othe, plants (with Gie':nsa) only rsJsults 
in a comparatively non-reproducible and insufficiently distinc~ 
staining. AdditionaI experiments are certainly necessary. 
Acetic orcein enabled us to obsenre two types of resttlts: 
on the one hand. very contracted chromosom,:;s of whîch only 
the telomeres are intensely stained lfig. 3 through 3) and on 
the other hand, relatively non-contracted chromosomes 
presenting up to 6 distinct bands rfig. 6 through 3). On 
such chromosomes, the area corresponding to the centromeres 
is not stained: consequently, they can be loca!ized. 
DISCUSSION 
Monobromonaphthalene in solution saturated in water is 
used by every author, at 4•C during 3 hours. on root tips 
separated from their seeds. \\11en ap;_)Ued to cotton, this 
method did not lead to any satisfactory mitotic index in a 
rnproducfüle way. The low tem:(lerature (4 °C"l and the fact 
the root tips were eut have perhaps induced a physiological 
stress that made the mitotic activity slow clown or- even stop. 
Apparently, this is confirmed by the excellent result obtained 
v..ti.th monobromonapthalene on delinted seeds at 30 •C. 
So far. acefü: orcein seems to be the most appropriate dyo;? 
for obtaining banded cotton chromosomes. The procedure 
proposed has been tested on three cotton species narnely. 
G. herbaceum var. africanwn. G. arboreum and G. tfmrberii_ 
It makes very distinct bands stand out along the chromosomes 
in the thre~ species. Tests should now be multiplied to check 
the position of the bands on the chromosomes of a sarn-: 
species. pair the chromosomes and establish tlms the banded 
karyotypes of the species which are comparable. 
ANNEXES 
Giem.sa 
3 cc manufactured Giemsa in solution ; 
3 cc Na.H PO, buffer 0,5 ~i ; 
3 cc NaÎ-I, PO, buffer ü5 M; 
4t cc distilled water. 
2 X SSC buffer 
0.03 M trisodium citrate (Na,C,I-150,. 2 H,m : 
0.3 M sodium chloride (NaCl) in distiUed water; 
pH is adjusted to ï with HCl N. 
Ac.itic. orceiii 
3 g synthetic orcein in powder; 
45 cc acetic acid ; 
55 cc distilled water. 
HCl-aèetic orceîn 
t volume of HCl 2 N in 9 volumes of acetic orcein. 
RESUMEN 
Se ,n!entô obtar-er ~na c:,loracion diforenclal de '.os crc'.l10Bo·11as del 
eigo,fonem. tratand:, p•imer:, de adapt~· las t~cn ca~ ya ut, ·zadas e, 
otras plantas. Los dos m'!tod:,s o,, d,;sna,;uraliza:,làn. ~:,n el hldr6~idc, de 
bar:o (aegu•do por uo trntamieot-=> establl12ador 2 X SSC) o el HCI 
Oel~centrad:,, y la colaracl6n co, el Gie!l'sa ~o aoort9•c,n ri,sultados 
bas'.aote p(ecis:,a riara establ,ace; ur carlograrra. En carr.hio, el use de 
orceins a,;etl.::a en el fljador y e1 lralar:1ieMo ablsrdan'.e rrnrnitiô v'sua-
lizal"' cr~Jmosornas Cû:"l band313 d1Faren-a:1ad3ct3, Se da una des~(lp;cfôn deta-
l]ad:l dl.J lo!3 m~::odaa ut: IL:::adoa, la. cua] d•;!o~eria psr:-nltir camparaclones 
èntre las dis:!n'.ae espeoles de algatfoM•:;i. 
